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論 文 内 容 要 旨
末 梢 組 織 に お け るcatecholamineの 代 謝 に関 す る研 究 は,主 に交 感 神 経 節,交 感 神 経 分 布 臓 器
お よび 副 腎 にお い て な され て い る。
交 感 神 経 伝 達 物 質 で あ るnorepinephrineの 牛 合 成 は,tyrosineが 出 発 点 と な って お り,tyrosine
は,norepinephrine生 合 成 の 律 速 酵 素 と考 え られ るtyrosinehydroxylaseに よ って,ま ず3,4-
dihydroxyphenylalanine(DOPA)に 変 換 され る。DOPAは,DOPAdecarboxylaseに よ り
dopamineと な り,さ らに 交 感神 経終 末 のcatecholamine穎 粒 に局 在 す るdopamineβ 一hydro-
xylaseに よ ってnorepinephrineと な り,catecholamine穎 粒 中 に貯 蔵 され る。交 感神 経 ・の興 奮
に伴 い,norepinephrineは 交 感 神 経終 末 か らexocytosisに よ って 放 出 され,標 的器 官 に刺 激 伝
達 を行 った 後,不 活性 化 を受 け る。 不 活性 化 で 最 も重 要 な の は,神 経 内 へ の再 取 り込み で あ る が,
不 活 性 化酵 素 で あ るcatecholO-methyltransferaseお よ びmonoamineoxidaseに よる代謝 も
重 要 で あ る 。norepinephrine生 合 成 の最 終 段 階を な すdopamineβ 一hydroxylase}ま,末 梢 交
感 神 経 終 末 よ りnorepinephrineと と も に放 出 され,血 液 中 に 出現 す るの で,血 中 のdopamine
β一hydroxylaseは,酵 素 活 性 あ るい はradioimmunoassay法 に よ り測定 され,末 梢 交 感 神 経 機
能 の指 標 の ひ とっ と して利 用 され て い る。
と こ ろで,唾 液 腺 は,こ れ を 支 配 す る交 感 神 経 の 神 経 細 胞 体 が 上 頸 節 内 に位 置 して お り,交 感
神 経 の 切 除 が 容 易 な こ と,ま た,唾 液 腺 の 導 管 を 結 紮 す る こ と に よ って 交 感 神 経 お よびnorepine-
phrine含 量 に はほとん ど影 響 を お よ ぼ さ'ずに,か な り選 択 的 に腺 実 質 細 胞 を 萎 縮 させ う る こ とな
な どか ら,唾 液 腺 の 交 感 神経 お よ びcatechoiamine代 謝 酵 素 に関 す る研 究 が,数 多 くな され て い
る 。 しか しな が ら,唾 液腺 のcatecholamine代 謝 酵 素 の 活 性 お よびcatecholamineの 含 量 が,成
長 に伴 って どの よ うに 変 化 す るか に つ い て は 明 らか に な って い な い 。 また,、Dairman・ らは,ラ ッ
トの顎 下 腺 に成 長 途 中 か らDOPAdecarboxylaseを 阻 害 す る内 因性 物 質 が生 成 す ると報 告 して
い る が,そ の 阻害 物 質 の性 状 は不 明で あ る 。 ま た,monoamineoxidaseは,阻 害 剤 に対 す る感'
受 性 か らA型 とB型 に 区別 さ れ,い くつ か の臓 器 で この 酵 素 の型 に 関 す る 検討 が な され て い る 。
唾 液 腺 のmonoamineoxidaseは,唾 液腺 の導 管 を 結 紮 す る こ とに よ り著 し く活 性 を 減 ず る こ と
な どか ら,そ の大 半 が腺 実 質 細 胞 に存 在 す ると 考 え られ て い るが,酵 素 と して の型 に関 す る検 討
は,な され て い な い 。一 方 ま た,血 中 のdopamineβ 一hydroxylaseに 関す る研 究 は,高 感 度 な
活 性 測 定 法 の開 発 に よ って急 速 に進 展 した 。交 感 神 経 機 能 の指 標 と して使 わ れ,病 態 動 物 あ るい
は ヒ トに お け る病 態 時 の活 牲 の変 化 に つ い て も多 くの報 告 が み られ る 。 しか しなが ら,血 中 の
dopamineβ 一hydroxylaseの 性 状 に 関 して は,い ま だ不 明 な点 が多 い。
そ こで 本 研 究 で は,交 感 神 経 支 配 を 受 け る末 梢 臓 器 と して唾 液 腺 を 用 い,ラ ッ ト唾 液 腺 の
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catecholamine代 謝 酵 素 活 性 お よ びcatecholamine含 量 を 経 齢 的 に 測 定 し,成 長 に 伴 う 変 化 を
調 べ た 。 ま た これ に 関連 して唾 液腺 のDOPAdecarboxylase活 性 を 成 長 途 中か ら急 激 に 減 少 さ
せ る原 因 と考 え られ る 内 因性 のDOPAdecarboxylase阻 害 物 質 に つ い て,そ の 唾 液 腺 組 織 内 お
よ び 細胞 内分 布 を検 討 し,つ いで 阻 害 物 質 の 精 製 を行 い,そ の性 状 を 調 べ た 。 また 唾 液 腺 の 導 管
を結 紮 した場 合 あ る い は交 感 神 経 を 切 除 した 場 合 の 唾 液 腺 のmonoamineoxidase活 性 の 減少 率
お よ びA型monoamineoxidaseに 特 異 的 な阻 害 剤 で あ るclorgylineを 用 い て 唾 液 腺 のmono-
amineoxidaseのA型 酵 素 依 存 率 を 測 定 し,唾 液腺 のmonoamineQxidaseの 型 に つ い て 検 討 し
た 。 ま た,血 中 のdopamineβ 一hydroxylaseの 性 状 を 明 らか に す るた め に,他 の種 に比 べ て 極
め て 活性 が高 く,且 つ,神 経 化 学 的 に 重 要視 され,臨 床 医 学 面 か ら も多 くの研 究 が な され て い る
ヒ トの血 清 を 用 い てdopamineβ 一hydroxylaseの 精 製 を 行 い,そ の性 状 を 調 べ た 。
.本 研 究 で 得 られ た 結 果 を 要 約 す る と下 記 の よ うで あ った 。
ラ ッ ト唾 液 腺 の単 位 重 量 当 りのcatecholamine濃 度 は,生 後 急 激 に 増 加 し,2週 齢 で ほ ぼ 最 大
値 に達 した 。 その 後 は10週 齢 まで 同 じ レベ ル で推 移 した 。2週 齢 に おけ るcatecholamine濃 度 は,
1日 齢 の約7.5倍 で あ った 。catecholamine生 合 成 の 律 速 段 階 を な す と考 え られ て い るtyrρsine
hydroxylase活 性 は,そ の増 加 がcatecholamine濃 度 の 増 加 に 先行 して み られ,生 後1週 齢 まで
急激 に増 加 し,そ の後2週 齢 で 最 大 値 に 達 した 。 この2週 齢 に お け る活性 は,1日 齢の約2.5倍 であ
った 。交 感 神 経 伝 達 物 質 で あ るnorepinephrineの 生 合 成 の 最 終 段 階 を な すdopamineβ 一hydm-
xylase活 性 は,catecholamine濃 度 の 増 加 に 遅 れ て生 後2週 齢 か ら3週 齢 に か け τ 急激 な 増 加
が み られ,3週 齢 で ピー クを 示 レた 。 この3週 齢 の 活 性 は,1日 齢 の 約2.4倍 で あ った 。 これ ら
の結 果 は,出 生 か ら2～3週 齢 まで の 唾 液腺 の 交 感 神 経 の 発達 が顕 著 で あ る こ とを 示 唆 して い る。
ま た:,特 にcatecholamine濃 度 の 増 加 が 著 しい こ とは,生 後2週 齢 まで に 交 感 神 経終 末 のcatedhol-
amine貯 蔵 能 が 著 し く発 達 す る こ とを 示 唆 す る もの と思 わ れ る。生 後4週 齢 に お い てtyrosine
hydroxylaseお よ びdopamineβ 一hydmxylase活 性 は,と もに 一 過性 の 減 少 を 示 した が,組 織
catecholamine濃 度 の 減 少 は 伴 わ なか った 。
唾 液 腺 単 位 重 量 当 りのmonoamineoxidase活 性 は,生 後1日 齢 で,す で に か な り高 い 活性 を
示 し,norepinephrineを 基質 と した 場 合 に は,生 後4日 齢 で最 大 活性 を 示 した 。tyramine,
dopamineお よ びserotoninを 基 質 と した 場 合 には,生 後10日 乃 至2週 齢 で 最 大 活性 レベ ル に 達
した が,活 性 の増 加 パ タ ー ンは 基 質 に よ りそ れ ぞ れ 幾 分 異 な って い た 。4週 齢 以 降 に お い て は,
各 基 質 に 関 して と も に似 た よ うな変 化 パ タ ー ンを 示 し,8週 齢 か ら10週 齢 に か けて 活 性 は 減 少 し
た 。
唾 液腺 単 位 重量 当 りのcatecholO-methyltransferase活 性 の変 化は,monoaminooxidaseの
それ と異 な り,2週 齢 か ら6週 齢 にか け て活 性 の 増 加 を 示 し,6週 齢 で最 大 活性 に 達 した 。 そ れ 似
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降,活 性 は減 少 に転 じ,10週 齢 の活 性 は,生 後1日 齢 に お け る値 と同程 度 で あ った 。
唾 液腺 単 位 重 量 当 りのDOPAdecarboxylase活 性 は,生 後1日 齢 か ら2週 齢 まで 急激 に増 加
し,最 大 活 性 を示 した 。 この時 の活 性 は,1日 齢 の 活性 の 約11倍 で あ った 。 そ の 後,3週 齢 か ら
6週 齢 に か け て活 性 は 急激 に減 少 した 。 この 活性 の急 激 な 減少 お よ び そ の後 の低 い活 性 値 は,顎
下 腺 に生 成 す る 内 因性DOPAdecarboxylase阻 害 物 質 に よ る もの と思 わ れ る。成 熟 ラ ッ トの顎
下 腺 に存 在 す る内 因性 のDOPAdecarboxylase阻 害 物質 は,顎 下 腺 の導 管 を結 紮 して腺 を 萎 縮
させ る と,そ の阻 害 活 性 が ほ と ん ど消 失 した 。 これ に 対 し,顎 下 腺 の交 感 神 経 を 切 除 して も阻 害
活 性 に影 響 はみ られ な か った 。 これ らの結 果 か ら,内 因性 阻害 物 質 は,顎 下 腺 の交 感 神 経 内で は
な く,腺 実 質 細 胞 中 に存 在 す る もの と思 わ れ る 。 ま た,細 胞分 画 に お い て は可 溶 性 画 分 に局 在 し
て い た 。 この 内因 性DOPAdecarboxylase阻 害 物 質 は,熱 に不 安 定 な物 質 で あ り,タ ンパ ク質
と推 察 され,調 整 用 の 等 電 点 電 気 泳 動 に よ り分 子 量 が25,500(pI4.8-4.9),27,500(pI5,2-
5.3)お よ び32,500(pl44-4.5)の3種 に 分 離 され た 。 これ らの うち主 な阻 害 物 質 は,分 子
量 が27,500(pl5.2-5.3)の もの で あ った 。
ラ ッ トの 顎 下 腺 に お け るmonoamineoxidase活 性 は,交 感 神 経 を 切 除 す る こ とに よ り腺 当 り
の 活性 が 切 除7日 後 で 約25%,14日 後 で は 約20%程 度 減 少 した 。 また この 活性 の 減 少 は,全 て の
基 質 で 同 じよ うな 減 少 率 を 示 した 。 これ に対 して 顎下 腺 の 導 管 を 結 紮 して腺 を 萎 縮 させ る と腺 重
量 の 著 しい減 少 に も増 して 腺 当 りの 活性 が 減 少 した が,そ の 減 少率 は基 質 に よ り多 少 異 って お り,
A型monoamineoxidaseに よ り特 異 的 な基 質 で あ るserotoninを 基質 と した場 合 に 最 も大 き く,
A型 お よ びB型monoamineoxidaseの 基 質 で あ るd◎pamineお よ びtyramineを 基 質 と した場
合 に 中程 度で あ り,B型monoamineoxidaseに よ り特 異 的 な 基質 で あ る β一phenylethylamine
を 基 質 と した場 合 に最 も小 さか った 。 この よ うな 基質 に よ る減 少 率 の差 は,単 位 重量 当 りの活 性
の減 少 率 で み る と さ らに は っき り した 。serotoni馬tyramine,dopamineお よ び β一phenylethyl-
amineを 基 質 と した場 合 の導 管 結 紮 の14日 後 に お け る 活性 の減 少率 は,そ れ ぞれ60%,45%,41
%お よ び36%で あ り,結 紮 の42日 後 で は それ ぞれ60%,42%,43%お よ び30%で あ った 。 また,
A型monoamineoxidaseに 特 異 的 な阻 害 剤 で あ るclorgylineを 用 い て,tyramineを 基 質 と し
た場 合 の顎 下 腺 のmonoamineoxidase活 性 のA型 酵 素依 存率 を求 め る と,正 常 の 顎下 腺,交 感
'
神 経 を 切 除 し た顎 下 腺 お よ び導 管 を 結 紮 した 顎 下 腺 に お け るmonoamineoxidase活 性 の それ ぞ
れ お よ そ95%,90%お よ び85%がA型monoamineoxidaseに よ る もので あ った 。 これ らの結 果
は,tyramineを 基 質 と した 場 合 の腺 実 質 細 胞 に お け るmonoamineoxidase活 性 の90%が,ま
た 腺 の 交 感 神 経 内monoamineoxidase活 性 の ほ と ん ど全 て がA型monoamineoxidaseに よ る
もの で あ る こ とを 示 唆 して い る 。 ま た,導 管 結 紮 に よ る実 質 細 胞 の萎 縮 に よ ってB型monoamine
oxidaseよ りもA型monoamineoxidaseが,よ り著 明 に 減少 す る こと を示 唆 して い る。
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交感 神経 機 能 の指 標 と して用 い られ て い る血 中のdopamineβ 一hydroxylaseを 精 製 して,そ.
の性 状 を調 べ た 。
ヒ トの血 清 か らSephadexG-200の ゲ ル濾 過 に よ り,活 性 を 有 す る2種 のdopamineβ 一
hydroxylaseを 分離 した 。分 離 したdopamineβ 一hydroxylaseの うち,主 な もの は 分子 量 が
368,000で あ り,高 い比 活 性 を 有 して いた 。他 の ひ とつ は分 子 量 が188,000で あ り,比 活 性 は 低
か った 。 これ らのdopamineβ 一hydroxylase}こ つ いてSDSゲ ル 電 気 泳 動 を 行 う と,主 な タ ン
パ クバ ン ドは,と もに分 子 量 が94,000の も ので あった 。 よ って分 子 量 が368 ,000のdopamine
β一hydroxylaseは,4つ のsubunitか らな る4量 体 で あ り,分 子 量 が188,000の もの は,2つ
のsubunitか らな る2量 体 で あ る と思 われ る。 ウ シの 副 腎 髄 質 か ら精 製 したdopamineβ 一
hydroxylaseは,4量 体 で 分 子 量 が290,000の1種 の み で あ り,SephadexG-200の ゲ ル源 過
に よ る2量 体 へ の解 離 は認 め られ なか った 。.また ヒ ト血 清 か ら分離 され た2種 のdopamineβ 一
hydroxylaseは,基 質tyramineに 対 す る親 和性 お よ び 比 活性 に違 い が観 られ る が性 質 が似 て お
り,と もに活 性 発 現 の た め にascorbicacidを 必 要 と し,fumarateに よ り賦 活 化 され た 。 ま た,
と もにN-ethylmaleimideあ る い はCu2+の 添 加 に よ り賦 活 化 され た 。 この よ うに高 度 に精 製 さ
れ たdopamineβ 一hydroxylase力 玄N-ethylmaleimideあ る いはCu2+の 添 加 で 賦 活 化 され る こ
とか ら,ヒ トの血 清dopamineβ 一hydroxylaseは,酵 素 活性 を 阻 害 す るSH基 を持 つ 内 因性 物
質 と固 く結 合 して い る ことが 考 え られ る。 これ に対 し,ウ シの 副 腎 髄質 か ら精 製 したdopamine
β一hydroxylaseで は,N7ethylmaleimideあ る いはCh2+の 添 加 に よ る賦 活 化 は観 られ な か っ
た 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論文 は第1編 ～ 第IV編 か らな り,第1編 に お い て は ラ ッ トの唾 液 腺 に お け る カ テ コー ル ア ミ
ンの 含 量 お よ び カ テ コー ル ア ミンの生 合 成 な らび に 不活 性 化酵 素 の加 令 変 化 に つ い て,と くに ラ
ッ トの成 長 との 関連 に 重 点を お い て述 べ て い る。 ラ ッ トの 顎下 腺 お よ び舌 下 腺1対 当 りの カ テ コ
ール ア ミン含量 は生 後56日 令 まで増 加 し,56日 令 に お け る 含量 は1日 令 の90倍 で あ った。 唾 液 腺
1対 当 りの チ ロ シ ン ヒ ドロキ シ ラー ゼ の総 活性 は生 後56日 令 ま で ほ ゴー 定 の 割 合 で 増 加 した 。
56日 令 に お け る総 活性 は1日 令 の総 活性 の お よ そ30倍 で あ った 。 ドパ ミ ン ー β一 ヒ ドロキ シ ラ ー
ゼ の 総 活 性 は 生 後1日 令 か ら70日 令 まで 増 加 し,1日 令 に 比 べ て70日 令 で は42倍 で あ った 。 モ ノ
ア ミンオ キ シ ダー ゼ 活性 も また生 後 加 令 に ともな って増 加 した。 ドーパ 脱 炭 酸 酵 素 の活 性 も また 生
後1日 令 か ら急 激 に増 加 し21日 令 で55倍 に達 した が そ の後 は減 少 し,生 後70日 令 にお い て は1日
令 の2.6倍 とな った 。 カテ コ ール ー0一 メチ ル トラ ンス フ ェ ラー ゼ も同様 に生 後56日 令 まで 増 加
して1日 令 の38倍 とな った の ち 減少 に転 じ70日 令 で は1日 令 の15倍 と な った 。 こ の よ うな 結 果 の
意 義 に 関 し,著 者 は 出 生 か ら14～2ヱ 日令 まで の唾 液 腺 に お け る交 感 神 経 の発 達 と の関 係 を 示 す も
の と考 え て い る。
第 ∬編 に お い て は ラ ッ ト顎下 腺 に存 在 す る ドーパ 脱 炭 酸 酵 素 の 阻害 物 質 の加 令 的 変 化 と顎 下 腺
の本 酵素 活性 の加 令 的 変 化 との 間 に 関連 が あ る こ とを 述 べ,両 者 の 関 係 を 検 討 した 結 果,阻 害 物
質 は 顎下 腺 の交 感 神経 内 で は な く,腺 実 質 細 胞 中 に存 在 す る こ とを 考 察 し,ま た 本 阻 害 物 質 の 本
質 と性 状 とに つ い て の新 知 見 を 述 べ て い る 。
第 皿編 に お い て は ラ ッ トの唾 液 腺 に お け る モ ノ ア ミ ンオ キ シダ ー ゼの 活 性 につ いて,交 感 神 経
切 除 の場 合 お よ び顎 下 腺 の導 管 結 紮 の場 合 に つ い て比 較 検 討 した結 果,腺 実 質 細 胞 に お け る本 酵
素 の90%が,ま た 交 感 神 経 内 モ ノ ア ミ ンオ キ シダ ー ゼ活 性 のす べ て がA型 酵 素 で あ る こ とを考 察
して い る 。
第IV編 に お いて は ヒ トの 血 清 か ら セ フ ァデ ック ズ に よ る ゲル 炉過 法 を 用 い て ドーパ ミン ー β 一
ヒ ドロ キ シ ラ ー ゼを 分 離 精 製 し,2種 の 酵 素 を 分 離 しそ の 酵 素 化 学 的性 状 に つ い て検 討 を 加 え,
ヒ トの血 清 中の 本 酵 素 は酵 素 活 性 を 阻 害 す るS且 基 を 持 つ 内因 性 物 質 と強 固 に 結 合 して い る こ と
を 考 察 し てい る。
以 上 要 す るに 本 論 文 はカ テ コー ル ア ミ ンの 代 謝,生 合 成 な どに 関連 す る生 化 学 的,酵 素 化学 的
研 究 につ いて 述 べ 薬 学 の 進 歩 に 貢 献 した もの で あ って 薬 学 博 士 の学 位 を 授 与 す るに値 す る もの と
判定 す る。
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